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RESUMEN

Los acidos grasos poliinsaturados omega-3, presentan un efecto positivo en la salud cardiovascular
y son esenciales en la nutricion humana para el crecimiento, desarrollo cerebral y la buena salud.
Los principales tipos de omega-3 son el acido eicosapentaenoico (EPA), el acido docosahexaenoico
(DHA) y el 4cido alfa-linolénico, (ALA). EI EPA y el DHA provienen principalmente de fuentes

marinas y el ALA de fuentes vegetales.

La anchoveta es un recurso hidrobioldgico ablndate en nuestro mar, esta especie posee grandes
cantidades de EPA y DHA. Lastimosamente su consumo no es bien aprovechado por la poblacidon
principalmente debido a la falta de conocimiento sobre los beneficios que trae a nuestra salud y
también a que el 98 % de la pesca industrial se destina a la produccion de harina y aceite de pescado.
Las semillas del Sacha Inchi poseen un alto contenido de vitamina E (antioxidante natural) ademas

de &cidos grasos omega 3, 6 y 9, entre los que destaca el ALA.

Este trabajo tiene como objetivo elaborar una mezcla proporcional de aceite de pescado refinado y
aceite de Sacha Inchi con la finalidad de aprovechar sus componentes nutricionales, de esta forma
se estaria cumpliendo con uno de los objetivos del area de I+D de una pesquera que es usar aceite
de pescado para elaborar productos enriquecidos con EPA y DHA que estén al alcance de la

poblacion.

Los andlisis fisicoquimicos (indice de acidez, indice de peréxidos, indice de refraccién, indice de
iodo, densidad y color Gardner), el perfil de &cidos grasos, la vitamina E y la estabilidad oxidativa
se realizaron tanto a los aceites puros como a los blends, analizando los resultados se escogi6 la
muestra 4 como blend optimo por presentar 25.66% de EPA, 18.80 % de DHA, 13.78 % de ALA y
un tiempo de vida Gtil de 29.98 dias, se le adiciono un antioxidante artificial con la finalidad de

alargar su tiempo de vida til logrando extenderlo a 120.8 dias.

Palabras claves: Aceite de pescado, Aceite de Sacha Inchi, DHA, EPA,

Acidos Grasos y vitamina E



ABSTRACT

Omega-3 polyunsaturated fatty acids have a positive effect on cardiovascular health and are
essential in human nutrition for growth, brain development and good health. The main types of
omega-3s are eicosapentaenoic acid (EPA), docosahexaenoic acid (DHA) and alpha-linolenic

acid, (ALA). EPA and DHA come mainly from marine sources and ALA from plant sources.

The anchovy is a hydrobiological resource abound in our sea, this species has large amounts of
EPA and DHA. Unfortunately, its consumption is not well used by the population mainly due
to the lack of knowledge about the benefits it brings to our health and also because 98% of
industrial fishing is used for the production of fish meal and fish oil. Sacha inchi seeds have a
high content of vitamin E (natural antioxidant) as well as omega 3, 6 and 9 fatty acids, among

which ALA stands out.

The objective of this work is to elaborate a proportional mixture of refined fish oil and sacha
inchi oil in order to take advantage of its nutritional components, in this way it would be
fulfilling one of the objectives of the R&D area of a fishery that is use fish oil to make products

enriched with EPA and DHA that are available to the population.

Physicochemical analyzes (acid number, peroxide index, refractive index, iodine index, density
and Gardner color), the fatty acid profile, vitamin E and oxidative stability were carried out on
both pure oils and blends. Analyzing the results, sample 4 was chosen as the optimal blend for
having 25.66% EPA, 18.80% DHA, 13.78% ALA and a useful life of 29.98 days, an artificial

antioxidant was added in order to extend its useful lifetime being able to extend it to 120.8 days.

Keys Words: Fish oil, Sacha Inchi oil, DHA, EPA, Fatty acid y vitamin E
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I. INTRODUCCION

Per0 es el principal exportador de harina y aceite de pescado a nivel mundial,
gracias a la gran cantidad anchoveta (Engraulis Rigens) que abunda en nuestro
mar (1), esta especie posee un alto contenido de acidos grasos polinsaturados
omega-3 de cadena larga, principalmente EPA y DHA, estos &cidos son
esenciales para la nutricion y alimentacién humana. Miles de estudios alrededor
del mundo demuestran el impacto positivo de estos &cidos en la reduccion de
enfermedades cardiovasculares, reduccion de la obesidad, mejora del desarrollo

cerebral, la buena salud visual y el manteniendo la salud mental (2).

La dosis diaria de EPA y DHA recomendada por diferentes instituciones de salud
a nivel mundial es de 250 a 500 mg, esta dosis puede variar en casos especificos
como en mujeres en estado de gestacion o en periodo de lactancia de 500 a 700
mg, en adultos con enfermedades cardiacas de 600 a 700 mg y en nifios de 300
a 500 mg. EI EPA y DHA se puede consumir directamente al consumir pescados
y mariscos ricos en omega-3 como Anchoveta, Trucha, Salmon, Camarones o
Caballa o indirectamente al consumir productos que contengan de forma afiadida

EPA y DHA como capsulas, suplementos dietéticos o alimentos funcionales (3).

En Peru la Unica especie permitida para la producciéon de harina y aceite de
pescado a escala industrial es la anchoveta, es por eso que cerca del 98 % de la
pesca industrial de esta especie se destina a la produccion de estos productos. La
produccién global de aceite de pescado es de 1 millon de toneladas
aproximadamente al afio y Per( produce cerca del 20% de esta produccion. El

aceite de pescado crudo contiene aproximadamente 28 % de EPA y DHA, la



industria nutracéutica, refina y concentra este aceite hasta obtener altos niveles
de EPA y DHA, que luego son usados para formular suplementos dietéticos o

alimentos funcionales (4).

A pesar de ser una especie que abunda en nuestro mar el consumo de la
anchoveta es casi nulo en nuestro pais, debido al desconocimiento que tiene la
poblacién a cerca de los beneficios que trae su consumo para nuestra salud;
también debido a que en el mercado no es facil encontrar anchoveta y solo
algunos supermercados lo venden como enlatados a precios elevados; pero el
factor principal es que la mayor parte de esta especie se destina a la produccion
industrial de harina y aceite que finalmente son exportados principalmente a
china y en el caso del aceite regresa después de haber pasado por distintos
procesos con un precio mucho mayor, todo esto genera que la poblacion no tenga

facil acceso a esta especie ni a sus componentes nutricionales (5).

Las pesqueras producen harina de alta calidad con alto contenido proteico y
aceite con alto contenido de acidos grasos Omega 3 (EPA y DHA). Se
preocupan por preservar las caracteristicas nutricionales de la materia prima,
elaborando sus productos mediante procesos controlados y usando tecnologias
amigables con el medio ambiente, el proceso total incluye analisis de la materia
prima, coccidn, prensado, secado indirecto y molienda para obtencion de la

harina; filtrado y centrifugado para la obtencion del aceite (6). (Anexo 8)

El aceite de Sacha Inchi es una fuente vegetal rica de &cidos grasos
poliinsaturados omega 3 (ALA) y omega-6 (LA), estos acidos son esenciales

para el organismo ya que ofrecen multiples beneficios para la salud y la



nutricion, también posee un alto contenido de vitamina E que es un

antioxidante natural (7).

En el mercado local no existe aceite de pescado crudo para consumo doméstico
debido a que es muy inestable y tiende a oxidarse rapido ademas de poseer un
intenso color, olor y sabor, es por eso que para la formulacion de este blend se
planted usar aceite de pescado refinado ya que este ha pasado por un proceso de
refinacién y concentracion de acidos grasos por ende su color, olor y sabor es
mas aceptado, la idea de mezclarlo con Aceite de Sacha Inchi es aprovechar sus
componentes nutricionales y para evitar la oxidacion de los acidos grasos se
plante6 adicionar BHT + BHA que es un antioxidante sintético logrando asi

extender su tiempo vida util.

Existe una constante preocupacion por parte de las personas en consumir
productos que ayuden a prevenir ciertas enfermedades, mejoren el desarrollo
cerebral y contribuyan con la buena salud, ademas de que no existe en el mercado
aceite de pescado para consumo doméstico, con estos antecedentes se propuso
crear un blend que retna dos fuentes naturales ricas en acidos grasos omega-3
(especialmente EPA, DHA y ALA) ademas de aportar otros beneficios como los
antioxidantes presentes en el Aceite Sacha Inchi con la finalidad de convertirlo
en un ingrediente de nuestra cocina y de esta forma incluirlo en nuestra dieta

diaria (3) (8).

Como profesional de la carrera de Quimica es de vital importancia tener los
conocimientos y habilidades desarrolladas durante las practicas de laboratorio

de los diferentes cursos, lo que genera experiencia en el uso de los diferentes



equipos que se usan en la industria y también en la participacion en el area de
investigacion y desarrollo que permite la innovacion constante y la solucion a

diversos problemas presentes en la industria.



MARCO TEORICO

2.1 Aceite de Pescado Refinado

El aceite de pescado refinado se obtiene tras un proceso de neutralizacion,
decoloracion, desodorizado y concentrado de &cidos grasos del aceite crudo,
que se obtiene de la produccién a escala industrial de harina y aceite de
pescado. El aceite de pescado crudo contiene en promedio 18% de EPA y
10% de DHA y posee un sabor, olor (caracteristico a pescado) y color
(marrén) muy intenso que muchas personas no pueden tolerar, para
modificar estas caracteristicas este aceite pasa por un proceso de refinacion
logrando asi un sabor, olor (imperceptibles) y color (amarillo claro) mas
aceptado por la poblacion y aumentando su contenido promedio de EPA y
DHA a 40% y 30% respectivamente. Este aceite es beneficioso para el
correcto funcionamiento del sistema cardiaco e inmunologico y para el
desarrollo cerebral, debido a que posee vitamina A (retinol) y D, pero
principalmente por su alto contendi6 de &cidos grasos poliinsaturados
omega 3 (EPA y DHA). Se usa en la industria alimentaria para la
elaboracién de suplementos dietético como alimentos y bebidas funcionales,

productos farmacéuticos y formulas infantiles (3).

2.2 Aceite de Sacha Inchi

El Sacha Inchi (Plukenetia volubilis L.) conocida también como “mani inca”
u “oro inca” es una planta trepadora y semilefiosa nativa de la amazonia, en
Per( se encuentra en las regiones de San Martin, Loreto y Ucayali. Sus

semillas que miden de 3 a 5 cm y cambian de verde a marrdn al madurar



contienen en promedio 48% de aceite, este aceite es una fuente vegetal rica
en &cidos grasos contiene aproximadamente 48 % de omega 3, 36% de
omega 6 y 8 % de omega 9 entre los que destacan el acido a-linoleico (ALA)
y &cido linoleico (LA), ademas, de poseer un alto contenido de vitamina E
y amino&cido esenciales. El aceite de Sacha Inchi ayuda a tonificar el
corazon regulando el colesterol malo en la sangre, fortalece el sistema
inmunoldgico, revitaliza e hidrata la piel, mejora el funcionamiento del
sistema digestivo y fortifica los huesos. Es usado como ingrediente en la

elaboracion de aceites para consumo directo (9).
2.3 Acido Eicosapentaenoico (EPA) y Acido Docosahexaenoico (DHA)

Acidos grasos polinsaturados de cadena larga con nimero par de 4tomos de
carbono y un grupo carboxilo, pertenecientes a la familia de los omega-3
son sintetizados por algas y plantas marinas que luego son consumidas por

diferentes especies (2).

ElI EPA presenta efectos antiinflamatorios, evita enfermedades
cardiovasculares reduciendo el nivel de los triglicéridos, ayuda a combatir
los trastornos neuropsiquiatricos como la esquizofrenia, bipolaridad y la
depresion y protege a la piel de la radiacion UV, evitando el

fotoenvegecimiento y la fotocarcinogénesis (10).



Figura 1. Estructura del acido eicosapentaenoico (EPA)

El DHA tiene efectos positivos en el sistema nervioso retardando el
Alzheimer (es un &cido estructural del cerebro), ayuda a la salud visual
manteniendo la vision aguda y el ojo lubricado, y evita enfermedades
cardiovasculares aumentando las concentraciones de lipoproteinas de alta

densidad (HDL) y reduciendo el nivel de los triglicéridos en la sangre.

Figura 2. Estructura del acido docosahexaenoico (DHA)

2.4 Acido a-linolenico (ALA)

Acido graso polinsaturado formado por una cadena de 18 carbonos y un
grupo carboxilo, se encuentra formando parte de las membranas celulares,
pertenece a la familia de los omega-3 y es considerado esencial debido a que
el organismo no lo sintetiza teniendo que ser ingerido mediante la dieta.
Presenta tres rutas metabolicas el almacenamiento en el tejido adiposo, la -

oxidacién y la conversion a EPA y DHA tras una elongacién y de saturacion.



Al consumir ALA en grandes cantidades, este se almacena en el tejido
adiposo, depositandose mas en mujeres que en hombres. El porcentaje de
conversion de ALA a EPA y DHA en nuestro cuerpo es extremadamente

bajo generalmente menos de 1% de ALA

Este &cido se encuentra principalmente en los aceites vegetales o en frutos

Secos.

El ALA presenta efectos cardioprotectores y neuroprotectores, reduce los
niveles de colesterol en sangre, regula la presion arterial, presenta actividad

antitrombotica y vasodilatadora (11).
Figura 3. Estructura del 4cido alfa-linolenico (ALA)

=
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2.5 Acido Linoleico (LA)

Acido graso polinsaturado formado por una cadena de 18 carbonos con dos
enlaces dobles y un grupo carboxilo, considerado acido graso esencial
debido a que el organismo no puede sintetizarlo tiendo que ser adquirido a

través de la dieta, pertenece a la familia de los omega 6.

El acido linoleico presenta efectos positivos en la reduccién de la presion

arterial, del riesgo cardiovascular y de los niveles de grasa corporal;



aumenta las defensas, ayuda a controlar el colesterol y los triglicéridos e

interviene en el buen funcionamiento del sistema nervioso y visual (12).

Los aceites vegetales como el aceite de soja, canola, algoddn, borraja, linaza
y girasol forman parte de las principales fuentes naturales de Acido

Linoleico.

Figura 4. Estructura del acido linoleico (LA)

2.6 Vitamina E

La vitamina E es un antioxidante liposoluble importante en la dieta humana,
se localiza en las partes ricas en lipidos de la célula (membranas celulares y
tejidos ricos en grasas), tiene un papel importante en la proteccion de los
acidos grasos poli-insaturados frente al dafio oxidativo. Forma parte de los
poliprenoides y se encuentra conformado por 8 isomeros, 4 tocoferoles (o.-
tocoferol, el B-tocoferol, el y-tocoferol y el 6-tocoferol) y 4 tocotrienoles (a-
tocotrienol, el B-tocotrienol, el y-tocotrienol y el é-tocotrienol), estos se
caracterizan por tener un anillo aromatico (cromano) con un grupo hidroxilo
y una cadena polipronoide, si la cadena es saturada los isbmeros seran los
tocoferoles y si la cadena es insaturada seran los tocotrienoles, cada uno de
estos isomeros tiene una propiedad biologica determinada, siendo el a-

tocoferol su representante mas importante.



Presenta efectos positivos en la buena salud, debido a propiedades
antioxidantes inhibiendo la oxidacion de acidos grasos poliinsaturados y
oxidacion del colesterol de las lipoproteinas de baja densidad (LDL),

también presenta actividad antinflamatoria y cardioprotectora (13).

Las principales fuentes de vitamina E son los alimentos de origen vegetal

(lechuga, espinaca, bracoli), en las semillas, leche, huevo o queso.

Figura 5. Estructura del alfa-tocoferol

CHs
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2.7 Antioxidantes artificiales (BHT y BHA)

Los antioxidantes son compuestos aromaticos que poseen al menos un grupo
hidroxilo, amino o tiol unido a un anillo bencénico; se usa en la
conservacion de alimentos debido a que retardan el deterioro, la rancidez y
la decoloracién causados por la auto oxidacion. En la industria alimentaria
se prefieren usar antioxidantes sintéticos debido a su alto grado de

estabilidad, ventaja y eficacia econdmica frente a los naturales.

La oxidacion del aceite genera un grave problema en la industria

alimentaria. El deterioro del aceite puede ocurrir por medio de la hidrolisis

10



del enlace éster (rancidez hidrolitica), o por auto oxidacion de los &cidos

grasos insaturados por oxigeno atmosférico (rancidez oxidativa).

El Butilhidroxitolueno (BHT) y Butilhidroxianisol (BHA), son compuestos
fendlicos sintéticos muy solubles en grasas e insolubles en agua, el BHA se
encuentra disponible como hojuelas cerosas verdes y el BHT como un
compuesto cristalino blanco, ambos se wusan como antioxidantes
generalmente juntos variando sus porcentajes (14).

Figura 6. Estructura del butilhidroxianisol (Mezcla del 2-tert-butil-4-hidroxianisol y del 3-

tert-butil-4-hidroxianisol) BHA

OH OH

Figura 7. Estructura del butilhidroxitolueno (BHT)

OH

C(CH,),C C(CH,),

CH
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1. OBJETIVOS

3.1 Objetivo General

Realizar mezclas proporcionales de Aceite de Pescado Refinado y Aceite de
Sacha Inchi con la finalidad de aprovechar sus componentes nutricionales,
para seleccionar una mezcla que permita ser empleada como ingrediente en
nuestra dieta. La mezcla escogida debera tener alto contenido de EPA y DHA
principalmente pero también de ALA, LAy vitamina E, el tiempo de vida util
debera ser aceptable, ademas estos valores deben estar dentro de lo permitido
por las Normas de Procedimientos Operacionales de Calidad y la Norma

Técnica Peruana.

3.2 Objetivos Especificos

e Realizar analisis fisicoquimicos a las muestras de Aceite de Pescado
Refinado y Aceite de Sacha Inchi.

e Determinar el perfil de &cidos grasos a las muestras de Aceite de
Pescado Refinado y Aceite de Sacha Inchi.

e Determinar el contenido de vitamina E del Aceite de Sacha Inchi.

e Determinacion de la estabilidad oxidativa a las muestras de Aceite de
Pescado Refinado y Aceite de Sacha Inchi.

e Realizar las mezclas proporcionales (blends) de ambos aceites.

e Realizar analisis fisicoquimicos, perfil de 4acidos grasos Yy

determinacion de la estabilidad oxidativa a los blends.
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e Escoger el blend que presente un alto contenido de EPA y DHA
principalmente, pero también de ALA, LA y vitamina E, el tiempo de
vida util deberéa ser aceptable, ademas estos valores deben estar dentro

de lo permitido.
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IV. METODOLOGIA

4.1 Muestras
Aceite de Pescado Refinado — APR (1 litro)

El Aceite de Pescado Refinado se obtuvo tras un proceso de
blanqueamiento, desodorizacion, decoloraciéon y concentracion de &cidos
grasos y eliminacion de impurezas del aceite de pescado crudo obtenido del

proceso de produccién a escala industrial.

Aceite de Sacha Inchi — ASI (1 litro)

El Aceite de Sancha Inchi se obtuvo por prensado mecanico en frio de las

semillas de Sacha Inchi.

4.2 Equipos

e Balanza semianalitica “Mettler Toledo —204”

e Cocinilla eléctrica

e Colorimetro Gardner “Lovibond —254”

e Bafio maria marca “Lab Companion — BW 2C”

e Cromatdgrafo de Gases acoplado al detector FID marca “Scion -
Instrument 436 - GC”

e Refrigeradora “Boch — 765

e Refractometro "Kern ORT-1”

e Rancimat “Metrohm — 473

e Cromatégrafo HPLC acoplado al detector de fluorescencia “Varian —

210~
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4.3 Materiales

e Micro pipetas de 10 - 100 ul

e Micro pipetas de 0.5 -5 ml

e Micro pipetas de 100 - 1000 ml

e Vasos de precipitado 250 ml

e Matraces Erlenmeyer de 125 ml.

e Baguetas

e Gotero

e Buretas de 50 ml (precision 0.05 ml)
e Tubos de vidrios de 16*125 mm con tapa.
e Pipetas graduadas de 10 ml.

e Picndmetro de 10 mi

4.4 Reactivos

e Alcohol etilico 96% Alkofarma

e Fenolftaleina 1% Merck

e Cloroformo 99,0 % Merck

e loduro de potasio 99.9 % Merck

e Tiosulfato de sodio 97% Merck

e Solucion de almidon al 1 % Merck
e Hidrdxido de sodio 0.1N Lobal

e Tetracloruro de carbono Merck
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e Gas nitrégeno

e Gas helio

e Gas hidrogeno

e Aire sintético

e Tricloruro de iodo Merck

e Acido aceitico glacial 99% Merck

4.5 Analisis Fisicoquimicos

Para los analisis fisicoquimicos se hicieron uso de las normas técnicas

operacionales de calidad 312.002:1980 (15).

4.5.1 Indice de Acidez

Consiste en la determinacion de &acidos grasos libres presentes en
aceites 0 grasas como resultado de la hidrolisis, descomposicién y
oxidacién de los acidos grasos, se lleva acabo neutralizando los &cidos

grasos libres con una solucion alcalina.

Procedimiento:

Pesar 3 gr de la muestra previamente homogenizada y colocar en un
matraz, adicionar 50 ml de alcohol neutralizado caliente (50°C) y

agregar 3 gotas de fenolftaleina.

Titular con NaOH 0,1N, agitando hasta la aparicion del color rosado

permanente.

Calculo:
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eq 1L 282 g
V NaOH ml * I *Toooml* eq * 100

Pm

% Acidos grasos libres =

V: Volumen gastado de NaOH
Pm: Peso de la muestra

Masa molar del &cido oleico: 282 (g/mol)

4.5.2 Indice de Peroxidos

Consiste en la determinacién del grado de oxidacion inicial del aceite,
mediante la reaccion del grupo perdxido con el yoduro de potasio,
formando un alcohol e iodo elemental, se expresa como mili
equivalentes de oxigeno en un kilo de muestra. Los peroxidos o
compuestos de oxidacion que se forman en las primeras etapas de la
rancidez oxidativa como consecuencia de la exposicion del aceite a
luz y calor, a medida que aumenta la formacion de estos compuestos

el olor del aceite se va tornando mas rancio.

Procedimiento:

Pesar 5 gr de la muestra en un matraz, agregar 30 ml de
cloroformo/acido acético (1:3), disolver la muestra, agregar 0,5 ml de
solucidn recién preparada de Kl saturada, agitar y agregar 30 ml de

agua.

Titular el lodo liberado con Na,S;0; 0,1N agitando hasta la
decoloracion, agregar 0,5 ml de solucion de almidén y continuar

titulando hasta la desaparicion del color azul.

Calculo:
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V Na25§203 = N Na25203

1Kg
(peso de la muestra) * 000 g

Indice de peréxido =

V NazS;0s: Volumen de NazS,03 (ml)
N Na,S,03: Normalidad de Na;S;03; (meg/ml)

4.5.3 Indice de Refraccion

Definido como la razén de la velocidad de la luz en el aire respecto a
la velocidad de la luz en el aceite, es un indicador de la pureza del
aceite, se encuentra relacionado con las posiciones cis/trans en los

dobles enlaces de los acidos grasos.
Procedimiento:

Colocar 2 gotas de la muestra en el prisma inferior del refractometro,
ajustar la luz al méximo de iluminacion y leer la indice refraccion

anotando la temperatura.
4.5.4 Indice de lodo

Consiste en determinar el grado de instauracion de un aceite, midiendo
la cantidad de enlaces dobles capaces de reaccionar con un halégeno,
se expresa como gramos de iodo que reaccionan con los dobles

enlaces en 10 gramos de aceite.
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Procedimiento:

Solucién de Wijs: Disolver 8 g de tricloruro de iodo en 200 ml de
acido acético glacial y mezclar con 9 g de iodo disuelto en 400 ml de

acido acetico glacial.

Pesar 0,5 g de muestra en un matraz con tapa de 250 ml, agregar 10
ml de tetracloruro de carbono, agregar 25 ml de la solucién de Wijs,

agitar y dejar reposar en un lugar oscuro por 30 min.

Agregar 10 ml de KI al 15 %, agitar y agregar 100 ml de agua

destilada.

Titular lentamente con Na.S>03 0.1 N hasta la decoloracion, afiadir 3
gotas de almidén al 1% vy continuar con la titulacion hasta la
desaparicion del color azul.

Calculo:

N %0.127 « 100

Indice de iodo = (Titulo del blanco — Titulo de la muestra) m

Masa molar del iodo = 127 g

N = Normalidad de la solucion del Na2S203

Densidad

Pesar un picnémetro de 10 ml vacio, llenarlo con agua cuidando que
no queden burbujas al interior, colocar la tapa de forma que el capilar
quede lleno, secar el exceso de agua con papel toalla y llevar a bafio

maria a 25°C por 30 minutos.
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Retirar del bafio maria, secar y pesar. Repetir este procedimiento con

la muestra.

Realizado a 25°C

Calculo:

Densidad relativa

_ (Peso del picnometro + muestra) — (Peso del picnometro)

(Peso del picnometro + agua) — (Peso del picnometro)

45.5 Color Gardner

Es una escala de colores usada para clasificar el color de los liquidos,
aceites, barnices y resinas. El color del liquido se determina por

comparacion con un estandar conocido y predeterminado.

Procedimiento:

Colocar 10 ml de muestra en la celda de vidrio, colocarlo en el

colorimetro Gardner y tomar el valor directo.

4.6 Perfil de Acidos Grasos

Consiste en determinar el porcentaje de acidos grasos en la muestra de
aceite.

4.6.1 Preparacion de esteres metilicos

Pesar 25 mg de muestra en un tubo de ensayo, agregar 1,5 ml de NaOH
0.5 M en metanol, eliminar el oxigeno con nitrégeno, tapar
herméticamente y mezclar bien, llevar a bafio maria a 100°C por 5

minutos y dejar enfriar a temperatura ambiente.
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Agregar 2 ml de trifluoruro de boro al 12 % en metanol, eliminar el
oxigeno con nitrogeno, tapar herméticamente y mezclar bien, llevar a

bafio maria a 100 °C por 30 minutos y dejar enfriar a 30 0 40 °C.

Agregar 1 ml. de isooctano, eliminar el oxigeno con nitrogeno, tapar

herméticamente y mezclar bien.

Agregar 5 ml. de solucion saturada de NaCl, eliminar el oxigeno con
nitrogeno, tapar el tubo herméticamente y mezclar bien, dejar enfriar

a temperatura ambiente y esperar a que se separen las dos fases.

Una vez separada la fase organica colocarla en un tubo vacio (muestra
organica), eliminar el oxigeno con nitrégeno y tapar herméticamente.
Volver a agregar 1 ml. de isooctano a la muestra, tapar el tubo
herméticamente y mezclar bien, esperar a que se separen las dos fases
Separar la fase organica y colocar al tubo que contienen la muestra
organica y mezclar

Concentrar la muestra organica hasta 2 ml con nitrogeno y tapar el
tubo hermeéticamente.

4.6.2 Cromatografia de Gases
Colocar el extracto en el cromatografo para su posterior lectura.

Se utiliz6 He como gas portador a una velocidad de flujo de 30 ml/min

y a una presion de 261 kPa, el volumen de inyeccion fue de 1uL.

La columna cromatografia que se usa para este analisis es de silice SP

Rt™_2560 (100m x 0.25 mm con 0.25p film).
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4.7 Determinacion de Vitamina E

El contenido de tocoferoles presentes en el aceite, se determind mediante
cromatografia HPLC acoplado a un detector de fluorescencia con longitud

de onda de excitacion de 290 nm y de emision de 330 nm.

Se utiliz6 la columna Varian Microsorb 250 x 4,6 mm, el tamafio de
particula fue alrededor de 5 um y la fase movil utilizada fue hexano -

isopropanol 99,5 - 0,5, con un caudal de 1,4 mL/min.
El contenido de tocoferoles se expreso en ppm.

4.8 Estabilidad Oxidativa

4.8.1 Indice de estabilidad oxidativa

Consiste en la determinacion del tiempo de vida util de los aceites
haciendo uso del equipo Rancimat, este proceso se basa en la
descomposicion de la muestra mediante su exposicion a altas
temperaturas y a un flujo de aire, los compuestos volatiles que se van
formando son retenidos en un recipiente con agua destilada y se va
registrando la conductividad eléctrica, este cambio representa el

tiempo en el que permanece estable el aceite a cierta temperatura.
Procedimiento:

Pesar de 2,5 a 3,0 g aceite en los tubos de reaccion del equipo
Rancimat. Someter las muestras a oxidacion a las temperaturas de 70
y 80°C bajo corriente de aire con un caudal de 20 L/h. Realizar cada

determinacion por triplicado.
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4.8.2 Tiempo devidaa25°C

Para la determinacion de la vida Util realizar la extrapolacion a 25°C
estableciendo una relacion entre los resultados del indice de
estabilidad oxidativa y la temperatura (70 y 80°C).
El software utilizado hace uso de la siguiente ecuacion.
Calculo:
Log (IEO) =A+ BT
IEO: indice de estabilidad oxidativa
A: Constante
T: Temperatura

B: Contante

4.9 Preparacion de mezclas proporcionales (Blends)

Preparar 5 muestras de 100 ml, mezclando diferentes proporciones de
Aceite de Pescado y Aceite de Sacha Inchi, agitar suavemente hasta su

completa homogenizacion.

Tabla 1: Mezclas proporcionales de aceites

Aceite de Pescado Aceite de
Refinado Sacha Inchi
Muestra 1 95 % 5%
Muestra 2 90 % 10 %
Muestra 3 80 % 20 %
Muestra 4 70 % 30 %
Muestra 5 60 % 40 %
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4,10 Adicion de antioxidantes

Adicionar BHT + BHA (antioxidante sintético) a la muestra que presente
mayor contenido de EPA, DHA y ALA para extender su tiempo de vida
atil.

Adicionar una mezcla de 165 % de BHT y 5 % de BHA a una

concentracion de 200 ppm y mezclar.
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V.

RESULTADOS

5.1 Aceite de Pescado Refinado y Aceite de Sacha Inchi

5.1.1 Analisis Fisicoquimicos

Cada analisis fisicoquimico fue realizado por triplicado y los resultados

se muestran con su desviacion estandar.

Tabla 2. Analisis fisicoquimicos en aceites

Aceite de Pescado Aceite de Sacha
Refinado Inchi
APR ASI
indice de Acidez 1.56 + 0.019 1.03+0.028
indice de Peroxidos 4.79 + 1.002 5.0 + 1.001
indice de Refraccion 1.471 +0.018 1.479 +0.021
indice de lodo 170.10 + 3.054 163.08 +£ 2.079
Densidad 0.921 +0.02 0.927 +0.001
Color Gardner 5 6
5.1.2 Perfil de Acidos Grasos
Tabla 3. Perfil de acidos grasos en aceites en porcentajes.
Aceite de Aceite de
Pescado Refinado Sacha Inchi
FORMULA
ACIDOS GRASOS APR ASI
C 140 Miristico 6.20 0.1
C 16:0 Palmitico 15.45 10.83
C 180 Estearico 3.4 4.16
C81 w9 Oléico 3.1 9.4
C 182 0-6 Linoleico - LA 1.58 26.05
C18:3 -3 Alfa- Linolénico - ALA 1.19 43.17
C 20:0 Araquidico 1.62 0.3
C20:5 0-3 Eicosapentaenoico - EPA 36.5 0.37
C 22:6 ©-3 Docosahexaenoico - DHA 26.8 0.14
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5.1.3 Determinacién de vitamina E

Tabla 4. Vitamina E en aceite de Sacha Inchi

Aceite de
Sacha Inchi
ASI

Vitamina E

170.01 ppm

5.1.4 Estabilidad oxidativa

Tabla 5. Tiempo de vida (til en aceites

Aceite de Aceite de Sacha
Pescado Refinado Inchi
APR ASI
Tiempo de 9.47 dias 47.7 dias

vida Gtil (25 °C)

5.2 Blends

5.2.1 Analisis Fisicoquimicos

Cada analisis fisicoquimico fue realizado por triplicado y los resultados
se muestran con su desviacion estandar.

Tabla 6. Analisis fisicoquimicos de los blends

Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3 Muestra 4 Muestra 5
APR - ASI APR - ASI APR - ASI APR - ASI APR - ASI
95% -5% 90% - 10 % 80 9% -20 % 70% -30 % 60 % - 40 %
indice de 154 +0.19 1.536 +0.13 1501 £0.17 1.418 + 0.09 1.399 + 0.01
Acidez
indice de 477 £0.10 4,79 +0.09 479 +0.04 4,801 +£0.12 4,817 +£0.10
Peréxidos
indice de 1472 +0.21 1.470£0.22 1.468 £0.13 1.468 £ 0.25 1.469 +0.17
Refraccion
indice de lodo 169.6 +1.2 169.2 £1.18 168.7 £ 1.12 168.4+1.21 168.2 £1.15
Densidad 0.921 £ 0.01 0.922 £0.07 0.923+ 0.02 0.921+ 0.06 0.923+0.01
Color Gardner 5 5 5 6 6
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5.2.2 Perfil de Acidos Grasos

Tabla 7. Perfil de &cidos grasos en los blends en porcentajes.

Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3 | Muestra 4 Muestra 5
FORMULA ACIDOS GRASOS APR - ASl | APR - ASI APR - ASI APR - ASI | APR - ASI
95%-5% | 90%-10% | 80%-20% | 70%-30% | 60 % -40%
C 140 Mirfstico 5.89 5.59 4.98 4.37 3.76
C 16:0 Palmitico 15.2 14.99 14.53 14.06 13.60
C 180 Estearico 3.44 3.48 3.55 3.63 3.70
C 182 ®-6 | Linoleico - LA 2.80 4.03 6.47 8.92 11.37
C 183 ©-3 | Alfa- Linolénico - ALA 3.29 5.39 9.59 13.78 17.98
C 20:0 Araquidico 1.55 1.49 1.35 1.22 1.09
C20:5 0-3 | Eicosapentaenoico - EPA 34.69 32.89 29.27 25.66 22.05
C 22:6 ®-3 | Docosahexaenoico - DHA 25.47 24.13 21.47 18.80 16.14
5.2.3 Determinacion de vitamina E
Tabla 8. Vitamina E en los blends
Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3 Muestra 4 Muestra 5
APR - ASI APR - ASI APR - ASI APR - ASI APR - ASI
95%-5% | 90% -10% 80%-20% | 70%-30% | 60% -40 %
Vitamina E (ppm) 71.74 74.28 81.30 92.08 97.24
5.2.4 Estabilidad oxidativa
Tabla 9. Tiempo de vida util en los blends
Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3 Muestra 4 Muestra 5
APR - ASI APR - ASI APR - ASI APR - ASI APR - ASI
95%-5% | 90% -10% 80%-20% | 70%-30% | 60 % -40 %
Tiempo de i i i i i
o 9,58 dias 10.6 dias 18.05 dias 29.98 dias 40.90 dias
vida util (25 °C)
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5.2.5 Estabilidad oxidativa del blend optimo con adicién de

antioxidante

Tabla 10. Tiempo de vida Gtil del blend optimo con antioxidante

Muestra 4 Muestra 4
APR - ASI +
70%-30% | BHT +BHA
Tiempo de . i
. . 29.98 dias 120.8 dias
vida util
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VI.

DISCUSION

6.1 Resultados de los analisis del Aceite de Pescado Refinado y del

Aceite de Sacha Inchi

Los resultados de los analisis fisicoquimicos presentes en la tabla 2, para
el APR (Aceite de Pescado Refinado) y como para el ASI (Aceite de
Sacha Inchi) se encuentran por debajo de los valores permitidos para cada
uno de ellos, en el caso del APR se basa en las NPO (Normas de
Procedimientos Operacionales) 312.002:1980 (15) de Calidad y en el
caso del ASI en la NTP (Norma Técnica Peruana) 151.401:2012 (16) .

Estos resultados indican que ambos aceites son de buena calidad.

Los Indices de Acidez obtenidos del APR y del ASI fueron 1.56 + 0.019
y 1.03 £ 0.028 respectivamente, en ambos casos los valores se encuentran
por debajo del limite maximo establecido, en el APR la NPO indica un
valor maximo de 3 % (Anexo 15) y en el ASI la NTP indica un valor
méaximo de 2 % (Anexo 16); estos resultados indican que el contenido de

acidos graso libres en ambos aceites es bajo.

Los indices de Perdxidos obtenidos del APR y del ASI fueron 4.79 +
1.002'y 5.0 £ 1.001 meq de O, / Kg aceite respectivamente, en ambos
casos los valores se encuentran por debajo del limite maximo establecido,
en el APR la NPO indica un valor maximo de 5 meq de O. / Kg
(Anexo15) y en el ASI la NTP que indica un valor maximo de 6 meq de
02 / Kg (Anexo 16); estos resultados indican que ambos aceites son

estables ya que el grado de oxidacidn inicial se mantienen aceptable.

29



Los indices de Refraccion obtenidos del APR y del ASI fueron 1.471 +
0.018 y 1.479 £ 0.021 respectivamente, en ambos casos los valores se
encuentran dentro del intervalo permitido, en el APR la NPO indica que
valor debe estar entre 1,470 — 1,477 (Anexo 15) yenel ASI laNTP indica
que valor debe estar entre 1,450 — 1,456 (Anexo 16); estos resultados

indican que ambos aceites presentan un grado de pureza aceptable.

Los indices de lodo obtenidos del APR y del ASI fueron 170.10 + 3.054
y 163.08 £ 2.079 g de 12/ 100 g aceite respectivamente, en ambos casos
los valores se encuentran dentro del intervalo permitido, tanto la NPO
como la NTP indica que el valor debe estar entre 160 — 200 gr de I. en
100 gr de aceite (Anexo 15 y 16), estos resultados indican que ambos
aceites son estables ya que las instauraciones en los &cidos grasos aun se

mantienen.

Las densidades obtenidas del APR y del ASI fueron 0.921 £ 0.02 y 0.927
+ 0.001g/ml respectivamente, en ambos casos los valores se encuentran
dentro del intervalo permitido, en el APR la NPO indica que valor debe
estar entre 0,92 y 0,93 g/ml de (Anexo 15) yen el ASI laNTP indica que
valor debe estar entre 0,926 — 0,931 g/ml (Anexo 16); estos resultados
indican que ambos aceites mantienen su calidad, se sabe que mientras
mas larga sea la cadena del &cido graso y esta tenga mas instauraciones

mayor sera la densidad.
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El color Gardner del APR y del ASI fueron 5 y 6 respectivamente, en
ambos casos el valor se encuentra por debajo del limite méaximo
permitido, en el APR en la NPO indica un valor maximo de 6 (Anexo 15)
y en el ASI la NTP indica un valor maximo de 8 (Anexo 16); estos
resultados indican que el proceso de obtencion de ambos aceites fue

correcto y que ambos poseen un color amarillo claro.

El perfil de &cidos grasos del APR presente en la tabla 3, indica un 36.5
% EPA, 26.8 % de DHA, 1.58% de LA y 1.19 de ALA, esto confirma la
presencia de un alto porcentaje de &cidos grasos poliinsaturados omega

3 de origen animal como EPA y DHA.

El perfil de acidos grasos del ASI presente en la tabla 3, indica un 0.37
% EPA, 0.14 % de DHA, 26.05 % de LA y 43.17 % de ALA, esto
confirma la presencia de un alto porcentaje de acidos grasos
poliinsaturados omega 3 de origen vegetal como ALA, también indica un

alto porcentaje de &cidos grasos omega 6 (LA).

Tomando en cuenta los perfiles de acidos grasos del APR y del ASI se
penso realizar las mezclas proporcionales con la finalidad de aprovechar

sus componentes nutricionales.

El resultado de vitamina E determinado en el ASI presente en la tabla 4
es 170.01 ppm, esto indica un alto contenido de alfa tocoferol, el cual es
un agente antioxidante natural que ayuda a mantener el tiempo de vida

util del aceite,
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La estabilidad oxidativa del APR y del ASI indican que el tiempo de vida
atil es de 9.47 dias y 47.7 dias respectivamente, esta diferencia se debe a
que el ASI posee un alto contenido de vitamina E el cual aumenta su
tiempo de vida util, también esta diferencia nos lleva a pensar que una
mezcla entre ambos aceites nos daria un tiempo de vida aceptable que

posteriormente podriamos alargar con la adicién de antioxidantes.

6.2 Resultados de los andlisis de los blends

Los resultados de los analisis fisicoquimicos presentes en la tabla 6,
dentro de los valores permitidos para cada uno de ellos, en el caso del
APR se basa en las NPO (Normas de Procedimientos Operacionales) de
Calidad y en el caso del ASI en la NTP (Norma Técnica Peruana)
151.401:2012 (revisada el 2018). Estos resultados indican que las 5
mezcla son de buena calidad, lo que indica que no es un criterio de

discriminacion de las mezclas.

En los resultados del perfil de acidos grasos de cada mezcla presentes en
latabla 7, se observa que las muestras 4 y 5 tienen alto contenido de EPA
DHA, ALA Yy LA, para la eleccion del blend optimo se priorizo la muestra
4 ya es la que posee mayor porcentaje de EPA (25.66%) y DHA
(18.80%), el aceite de pescado es la mayor fuente de estos acidos grasos
omegas 3 de origen animal, en cambio el ALA al ser un omega 3 de
origen vegetal este se puede encontrar en una gran variedad de semillas
y el LA al ser un omega 6 se encuentre en grasas y aceites de origen

animal y vegetal. Otra razon por la que se prioriza el mayor porcentaje
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de EPA y DHA es el precio de los aceites, el APR tiene un costo de 2 $

y el ASI 2,5 $ por Kilo.

Los resultados de la vitamina E presentes en la tabla 8 indican que las 5
mezclas presentan un alto porcentaje de alfa tocoferol y a medida que el

porcentaje de ASI aumenta también aumenta el contenido de vitamina E.

Los resultados de la estabilidad oxidativa presentes en la tabla 9 indican
que a medida que aumenta en porcentaje de ASI también aumenta el

tiempo de vida util, esto debido al aumento de vitamina E en la mezcla.

El resultado de la estabilidad oxidativa del blend optimo presente en la
tabla 10 indica que la adicion del antioxidante compuesto por 16.5 % de
BHT y 5 % de BHA a concentracion 200 ppm aumenta el tiempo de vida

util de 29.98 a 120.8 dias.

Los bachilleres Natalia Ardiles Falcon y Vanessa Mozo Malca realizaron
la tesis titulada “Determinacion del tiempo de vida til del aceite crudo
de pescado usando antioxidantes sintéticos y naturales mediante uso del
Rancimat”, en el cual se menciona el uso de varios antioxidantes para
alargar el tiempo de vida util del aceite de pescado crudo, este es un
estudio bastante similar debido al uso de antioxidantes y equipo

Rancimat (17).

Los bachilleres Fiorella Alonso Rossel y Alexander Chuqui Diestra
realizaron la tesis titulada “efecto de la mezcla de aceite semi refinado de
pescado (engraulis ringens) con aceite de oliva (olea europaea) en su

estabilidad oxidativa y caracteristicas fisicoquimicas” en el cual se
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determina la estabilidad oxidativa y las caracteristicas fisicoquimicas de
una mezcla de aceite de pescado refinado y aceite de oliva, es estudio es
muy parecido ya que afiade un aceite vegetal al aceite de pescado

refinado y realiza pruebas similares (18).
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VII.

CONCLUSIONES

Las propiedades fisicoquimicas evaluadas en el APR y en el ASI se
encontraron dentro de los parametros permitidos en la NPO y en la NTP
respectivamente.

El APR presenta mayor porcentaje de EPA 36.5% y de DHA 26.8 %

El ASI presenta mayor contenido de LA 26.05%, ALA 43.17 % y vitamina E
170.01 ppm.

El tiempo de vida util es mayor en el ASI 47.7 dias.

La mezcla proporcional éptima fue la muestra 4 (APR 70 % y ASI 30 %), ya
que es la que presenta mayor cantidad de EPA (25.66%), DHA (18.80 %),
ALA (13.78%). Vitamina E (170.01 ppm) y de vida util (29.98 dias).

La adicion de antioxidante BHT + BHA incremento la vida util de nuestro
blend en un 300%.

Este proyecto crearia mucho valor para la empresa ya que se sumaria a la
cartera de productos enriquecidos con EPA y DHA.

Los conocimientos adquiridos durante la carrera de Quimica fueron
fundamentales para el desarrollo de este proyecto y también para poder

visualizar otras alternativas.
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VIII.

RECOMENDACIONES

Este trabajo servird como base para futuras investigacion que tengan por
objetivo desarrollar productos con inclusion de EPA y DHA.

La microencapsulacion seria una técnica ideal para incluir este blend en
productos de consumo masivo tanto liquidos como solidos.

A futuro se pueda adicionar antioxidantes naturales y realizar las pruebas de
estabilidad, para ver si se logra extender ain mas el tiempo de vida Util.
Una correcta difusién sobre los beneficios que trae el consumo de este blend
anuestra salud ayudaria al éxito de este producto en el mercado de los aceites
comestibles.

Como pais productor de harina y aceite de pescado, promover y difundir el
consumo de EPA y DHA.

Realizar estudios con otros aceites vegetales que tengan alto contenido de
ALA y vitamina E

Continuar el estudio de estas mezclas proporcionales con el objetivo de
determinar la dosis adecuada de acuerdo a la edad y condicion de salud.

Se recomienda incluir en la malla curricular de la carrera de Quimica un
curso cuyo contenido incluya temas como desarrollo sostenible,
preservacion del medio ambiente a nivel industrial, procedimientos de
buena fabricacion como GMP (Good Manufacturing Practices) y / o
certificados de otros programas de garantia de calidad como 1SO, HACCP,

FOS, IFFO, BASC, etc.
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X.

ANEXOS

Anexo 1. Anchoveta Peruana (Engraulis Rigens)

Anexo 2. Planta de Sacha Inchi (Plukenetia volubilis L.)
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Anexo 4. Aceite de Pescado Refinado

Anexo 5. Caracteristicas del Aceite de Pescado Crudo y Aceite de Pescado
Refinado

Aceite de Pescado Aceite de Pescado
Crudo Refinado
Olor Muy intenso
Caracteristico a pescado Imperceptible
Color Marron Amarillo claro
Sabor Muy intenso
Caracteristico a pescado Imperceptible
% EPA 10 39
% DHA 18 29
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Anexo 6. Aceite de Sacha Inchi

Anexo 7. Caracteristicas del Aceite de Sacha Inchi

ACIDOS GRASOS INSATURADOS

o - LINOLEICO C18:3 -3 47.61 %
LINOLENICO C18:2 -6 36.80 %
OLEICO c181 -9 8.4 %
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Anexo 8. Proceso de obtencion de Aceite de Pescado
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INICIO DE PROCESO
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Anexo 9. Proceso de refinacion del Aceite de Pescado

Aceite de Pescado
Crudo

v

Neutralizacion

v

Blangueamiento

v

Desodorizacion

v

Decoloracion

v

Concentracién de
acidos grasos
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Anexo 10. Proceso de obtencion de Aceite de Sacha Inchi

Duograma de fupo de S _
mn::‘ah Sathe Inctd 4 Seizccion 1 Loz Descopautodo

(K’nm.odo ol fria mecanicn ]

{ l Aceity crude
Fillrado mechnico l

Adicion de nitrbgeno

Anexo 11. Colorimetro Gardner Lovibond - 254

- PESSSEERENNNEY ) |
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Anexo 12. Cromatdgrafo de Gases acoplado al detector FID (Scion-
Instrument 436- GC)

v e e O =

Anexo 13. Cromatégrafo HPLC acoplado a un detector de fluorescencia
“Varian 210”
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Anexo 14. Equipo Rancimat Metrohm — 473

Anexo 15. Principio del método Rancimat

Flujo de " Salida de
Volatiles N - volatiles
A
! Vaso de
Togreso. de medicién
aire
—_—) Electrodo de
conductividad
'I'ubo‘ de _| o l
reaccion
° o
° desionizada
Calefaccion —9» '\
I Muestra
de aceite
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Anexo 16. NPO (Normas de Procedimientos Operacionales) 312.002:1980 de
calidad para el aceite de pescado refinado.

PARAMETROS VALOR
indice de Acidez Max. 3%
Indice de Peréxidos Max. 5 meq de O2/Kg
indice de Refraccion 1.470 — 1.477
indice de lodo (Wijs) 160 — 200g 12/100g
Densidad (25°C) 0.92-0.93 g/ml
Color Gardner Max. 6
EPA Min. 30
DHA Min. 20

Anexo 17. NTP (Normas Tecnica Peruana) 151.401:2012 Aceite de Sacha
Inchi

PARAMETROS VALOR
indice de Acidez Max. 2%
indice de Peroxidos Max. 6 meq de O2/Kg
indice de Refraccion 1.450 — 1.456
indice de lodo (Wijs) 1-200g 12/100g
Densidad (25°C) 0.92-0.93 g/ml
Color Gardner Max. 8
Omegas - 3 Min. 40
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